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RESUMO 
 
Drosophila mediopunctata é uma espécie endêmica de florestas 
Neotropicais. Esta espécie é amplamente distribuída e comumente encontrada nos 
meses mais frios em florestas altitudinais no Sul do Brasil. Nos últimos 30 anos o 
grupo de pesquisa de nosso laboratório vem utilizando esta espécie como 
organismo modelo em estudos de genética evolutiva. Diversos aspectos de sua 
biologia foram investigados e caracterizados. Ainda que todos os estudos sugiram a 
ação da seleção natural sobre o polimorfismo de inversões cromossômicas e 
caracteres morfológicos, processos demográficos e estocásticos não podem ser 
descartados na formação destes padrões. Portanto, contrastar os resultados prévios 
com uma análise da estrutura genética das populações naturais de 
D. mediopunctata se torna fundamental para a compreensão da ação de processos 
evolutivos que atuam na manutenção da variação genética e fenotípica. 
Nesta Tese são mostrados resultados de diferentes análises relativas à 
variação de locos de microssatélites de D. mediopunctata. Primeiramente, a 
localização cromossômica de diversos locos, com o objetivo de aumentar o número 
de locos mapeados é apresentada. É feita uma análise simultânea da segregação 
de mutações visíveis e do genótipo dos locos em moscas do retrocruzamento entre 
uma estirpe mutante e a F1 de uma estirpe padrão com uma estirpe tetra-mutante, 
cujos autossomos principais estão marcados. Desta forma pode-se estabelecer a 
localização de 17 locos; incluindo um de cada grupo de ligação previamente 
publicado, e 12 novos locos. Nossos resultados ampliam o número de 
microssatélites localizados de 49 para 61. 
A variação de 11 locos de microssatélites localizados em dois 
cromossomos livres de inversão (cromossomos III e V) é caracterizada para quatro 
populações. Nenhuma evidência de estruturação genética é observada. Além disso, 
o número de migrantes indicou a existência de conectividade e intenso fluxo gênico 
entre estas populações. O tamanho efetivo populacional indicou que as populações 
são grandes o suficiente para restringir o efeito da deriva genética. Desta maneira 
podemos concluir que a variação genética macrogeográfica previamente descrita 
para as frequências de inversões do cromossomo II é provavelmente causada pela 
ação da seleção natural. 
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A população de Itatiaia é amostrada em seis diferentes altitudes e 
contrastamos a variação altitudinal de 10 locos de microssatélites dos dois 
cromossomos livres de inversão (cromossomos III e V) com 11 locos do 
cromossomo II, polimórfico para inversões. Os dados de microssatélites não 
evidenciaram nenhuma divergência entre as altitudes, sugerindo que são 
populações grandes e panmíticas, altamente influenciadas por fluxo gênico. 
Contudo, diferenças significativas nos parâmetros são observadas quando 
comparados os locos do cromossomo II com aqueles dos cromossomos III e V. A 
variabilidade genética é maior nos locos dos cromossomos III e V, entretanto, o 
tamanho efetivo populacional e o número de migrantes são maiores no cromossomo 
II. Estas diferenças provavelmente estão associadas à presença e à ausência de 
inversões e como os diferentes fatores evolutivos atuam sobre estes cromossomos. 
Estes resultados mostram a importância do conhecimento da localização dos 
microssatélites antes de utilizá-los em estudos de estrutura genética populacional. 
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ABSTRACT 
 
Drosophila mediopunctata is a forest dwelling species endemic from 
Neotropics. This species is widely distributed and frequently found, during cold 
months, in altitudinal forest Southern Brazil. Along these last 30 years, our research 
group has been using this species as a model organism to study evolutionary 
genetics. Several aspects of its biology were investigated and characterized. 
Although, so far, all studies have suggested the action of natural selection over 
chromosomal inversion polymorphism and morphological traits, demographical 
processes and stochastic events could not be discarded in the formation of the 
observed patterns. Therefore, it is extremely important to contrast with previous 
results, a genetic structure analysis of Drosophila mediopunctata natural populations 
using microsatellite markers for the understanding of how evolutionary factors shape 
the genetic and phenotypic variation. 
In this thesis, results are shown from different analysis concerning D. 
mediopunctata microsatellite loci variation. First, we carried out a genetic 
(chromosomal) analysis to increase the number of available loci with known 
chromosomal location. We made a simultaneous analysis of visible mutant 
phenotypes and microsatellite genotypes of flies from a backcross between a mutant 
strain and the F1 from a standard strain crossed to a tetra-mutant strain, with each 
major autosome marked. Hence, we could establish the chromosomal location of 17 
loci; including one from each of the five major linkage groups previously published, 
and twelve new loci. Our results increase the number of microsatellite loci with known 
location from 49 to 61. 
Microsatellite variation of four populations using eleven loci from two 
inversion-free chromosomes (chromosomes III and V) was also characterized. No 
evidence of genetic structure was found. Moreover, migration rate estimates 
indicated the existence of connectivity and intense gene flow among all populations. 
Effective population size were also estimated and showed that all populations were 
large enough to restrict genetic drift effects. Thus, we could infer that geographical 
variation previously described for chromosome II inversion frequencies were probably 
caused by the action of natural selection. 
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We sampled Itatiaia population in six different altitudes and contrasted 
altitudinal variation of ten microsatellite loci from the two inversion-free chromosomes 
(III and V) with eleven loci of chromosome II, polymorphic for chromosomal 
inversions. Microsatellite data did not show divergence among altitudes suggesting 
that they were large populations in panmixia, greatly influenced by gene flow. 
However, significative differences were found when we compared parameters of loci 
in inversion-free chromosomes and loci in a polymorphic chromosome. Genetic 
variability were higher in loci of inversion-free chromosomes III and V, while effective 
population size and number of migrants of chromosome II were higher. These 
differences are probably associated to the presence and absence of inversions and 
how evolutionary factors act over these chromosomes. This result shows the 
importance of locating microsatellite loci before using these markers in studies of 
population genetic structure. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Estrutura Genética Populacional 
A estrutura genética populacional refere-se à variação genética existente 
dentro e entre as populações, sua distribuição no tempo e no espaço, e o papel das 
forças evolutivas nesta dinâmica. Caracterizar a estrutura genética de populações 
naturais é fundamental para a compreensão dos processos evolutivos que atuam na 
manutenção da variabilidade genética e da biodiversidade (Lee & Mitchell-Olds, 
2011; Roderick et al., 2012; Brousseau et al., 2015). 
Em estudos sobre a estrutura genética populacional, diversos parâmetros 
podem ser estimados a partir dos genótipos obtidos com a utilização de marcadores 
genéticos. Por exemplo, a variabilidade genética pode ser quantificada pelo número 
de alelos observados em um determinado loco, ou então, pela frequência de 
indivíduos heterozigotos em uma determinada amostra (Hartl & Clark, 2010). O 
número de migrantes entre diferentes populações pode ser estimado, possibilitando 
assim inferir se as populações estão isoladas ou conectadas (Slatkin, 1985). Em 
complemento, a estimativa do FST (Índice de Fixação) reflete diretamente o nível de 
estruturação entre as populações, permitindo assim inferir a intensidade na qual a 
deriva genética atua na diferenciação entre elas (Holsinger & Weir, 2009). Além 
disso, a ação da seleção natural também pode ser inferida com a análise da 
estrutura genética populacional (Gaither et al., 2015), e, em determinadas 
abordagens, a taxa de mutação do marcador utilizado (Fusijawa et al., 2014). Outro 
parâmetro importante que pode ser estimado é o tamanho efetivo populacional 
(Gilbert & Whitlock, 2015), que está relacionado diretamente com todas as forças 
evolutivas: intensidade do fluxo gênico (Mezzavilla & Ghirotto, 2015); magnitude de 
deriva genética (Ayub et al., 2015); ação da seleção natural (Corbett-Detig et al., 
2015); e o impacto da taxa de mutação (Beerli & Palczewski, 2010). 
Estudos sobre a estrutura genética de populações tiveram início após a 
década de 1930, com a síntese moderna da evolução (Teoria Sintética da Evolução) 
articulada por Fisher, Wright e Haldane (um breve comentário histórico é encontrado 
em Crow, 2010; ver também Grafen, 2015). Um dos fundamentos dessa teoria é 
explicar como as forças e fatores evolutivos atuam na formação dos padrões de 
diversidade e de variabilidade genética observados em populações naturais (Nevo, 
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1978). Pioneiros neste campo, Dobzhansky e colaboradores realizaram estudos 
empíricos utilizando como marcador genético o polimorfismo de inversões 
cromossômicas de Drosophila pseudoobscura (e.g., Wright & Dobzhansky, 1946; 
Dobzhansky & Pavlovsky, 1957). Estes estudos mostraram que o polimorfismo de 
inversões está sob forte seleção em populações naturais (Dobzhansky & Levene, 
1948), assim como, em populações mantidas no laboratório (Dobzhansky, 1947). Até 
hoje, o polimorfismo de inversões cromossômicas é um marcador genético 
informativo, pois responde rapidamente a variações geográficas e temporais (Guillén 
& Ruiz, 2012; Simões et al., 2012). 
Posteriormente, o desenvolvimento de técnicas alozimáticas (Hubby & 
Lewontin, 1966; Lewontin & Hubby, 1966) permitiu a utilização de um marcador 
genético capaz de revelar as variações seletivamente neutras ou quase-neutras. 
Assim, por exemplo, foi possível estimar a divergência entre populações através do 
modelo de evolução neutra de caracteres quantitativos proposto por Wright (1951) 
(Spitze, 1993). Com o avanço de novas técnicas moleculares e a possibilidade do 
sequenciamento do DNA, diversos marcadores genéticos foram desenvolvidos, 
possibilitando estudos populacionais e evolutivos (Charlesworth et al., 2003). Estes 
estudos são realizados tanto em organismos modelos como Drosophila (Brand et al., 
2015; Charlesworth, 2015; Kao et al., 2015), quanto em organismos não-modelos, 
como por exemplo: em castanha-do-pará na Floresta Amazônica (Sujii et al., 2015); 
em Salamandras-de-fogo no norte da Itália (Pisa et al., 2015); e em recifes de corais 
no Estreito de Singapura (Tay et al., 2014). 
 
1.2. Marcadores Microssatélites 
Os microssatélites são definidos como uma classe de locos de repetição 
em tandem com motivos curtos (de dois a seis nucleotídeos), e seus alelos podem 
ser distintos pelo tamanho de suas sequências (número de repetições) (Jain et al., 
2014). O principal modelo de mutação é baseado em replication slippage (Levinson 
& Gutman, 1987; Ellegren, 2000), no qual um alelo é alterado pela adição ou 
deleção de uma ou mais repetições. 
Este marcador é seletivamente neutro ou quase-neutro, codominante, 
altamente polimórfico, com alta frequência no genoma, e de fácil genotipagem 
(Ellegren, 2000; Schug et al., 2004). Estas propriedades possibilitam sua ampla 
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utilização em diversas áreas das ciências biológicas, como por exemplo: em teste de 
paternidade; ciência forense; mapeamento de ligação com ênfase em análises de 
QTL (Quantitative Trait Loci – Locos de Caracteres Quantitativos) ou no 
escaneamento do genoma total em busca de sinais de seleção; genética de 
populações; e genética da conservação (Ellegren, 2004; Abdul-Muneer, 2014). 
Os microssatélites são amplamente utilizados como marcador molecular 
em estudos genéticos e evolutivos, são eficientes para caracterizar estruturação 
micro e macrogeográfica em populações naturais, para detectar processos 
demográficos, e para inferir o papel das forças evolutivas (Agis & Schlötterer, 2001; 
Schöfl & Schlötterer, 2006; Barker et al., 2009, 2011; Davies et al., 2015; Phillipsen 
et al., 2015). Segundo Luikart & England (1999), “como resultado da expansão na 
adoção de microssatélites em estudos populacionais, uma revolução ocorreu na 
biologia da conservação, na ecologia molecular e na genética de populações”. 
No entanto, existem algumas limitações no uso dos microssatélites. 
Sendo o polimorfismo caracterizado pela diferença no tamanho das sequências, a 
natureza da variação e toda sua complexidade não são reveladas (Dashnow et al., 
2015). Por exemplo, existe a possibilidade de ocorrer homoplasia de tamanho, onde 
diferentes cópias de um loco possuem sequências de mesmo tamanho, mas que 
não são idênticas por descendência (Estoup et al., 2002). Além disso, outro 
problema na utilização de microssatélites, mas não exclusivo deste marcador, é a 
presença de alelos nulos. Estes são gerados devido a vários tipos de erros durante a 
amplificação dos locos (uma revisão sobre a origem e os efeitos dos alelos nulos é 
encontrada em Dakin & Avise, 2004). Assim, um indivíduo heterozigoto com um de 
seus alelos sendo nulo, é genotipado incorretamente como sendo um indivíduo 
homozigoto (Ellegren, 2000). Outra limitação é o procedimento de desenvolver e 
isolar os locos, que muitas vezes são específicos para cada espécie, sendo uma 
técnica que necessita de elevado investimento financeiro e tempo para ser 
implementada (Zane et al., 2002). Entretanto, novas metodologias utilizando 
ferramentas de bioinformática estão sendo empregadas para resolver estes 
problemas (Dashnow et al., 2015). Mesmo com suas desvantagens, a utilização de 
marcadores microssatélites revelou-se compensatória graças a suas vantagens e 
propriedades (Dorji & Daugjinda, 2014). 
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1.3. Análise da Estrutura Populacional com Microssatélites 
Atualmente, diversos estudos são realizados com a utilização de 
microssatélites como marcador molecular para investigar a estrutura populacional, 
história demográfica, processos adaptativos, e outros fenômenos genéticos 
evolutivos, em uma gama enorme de organismos (e.g., Amro et al., 2013; Men et al., 
2013; Colosimo et al., 2014; Crossman et al., 2014; Feist et al., 2014; Portnoy et al., 
2014; Sunny et al., 2014; Vergara et al., 2014; García-Verdugo et al., 2015; Moody et 
al., 2015). Entre eles, destacam-se estudos populacionais utilizando microssatélites 
para caracterizar a história evolutiva de espécies do gênero Drosophila. 
A diferenciação na estrutura populacional e na variabilidade genética de 
microssatélites em Drosophila buzzatii foi investigada em seu centro de origem na 
Argentina, e em populações posteriormente colonizadas na Europa e Austrália 
(Frydenberg et al., 2002; Bundgaard et al., 2004; Andersen et al., 2008; Barker et al., 
2009, 2011; Barker, 2011). Estes estudos resultaram em uma maior compreensão 
dos processos evolutivos e históricos que ocorreram nessas populações de 
D. buzzatii. 
Ademais, em Drosophila montana, microssatélites foram utilizados como 
marcadores em análises para identificar QTLs associados à variação no som de 
corte e na morfologia da genitália masculina (Mirol et al., 2007; Schäfer et al., 2010, 
2011; Lagisz et al., 2012). Estes estudos detectaram QTLs ligados a uma inversão 
cromossômica que influenciam ambos os caracteres. Estas observações, realizadas 
com a utilização de microssatélites, podem indicar a importância das inversões na 
evolução de caracteres que exercem influência no processo de especiação. 
Além disso, os microssatélites estão sendo utilizados como marcador 
molecular em diversos estudos genéticos evolutivos em Drosophila subobscura 
(Simões et al., 2008, 2010, 2012; Iriarte et al., 2009; Pegueroles et al., 2010; J. 
Santos et al., 2010; M. Santos et al., 2010; Novicic et al., 2011, 2013). Assim como, 
combinados com outros marcadores, ou mesmo isoladamente, são utilizados em 
estudos de especiação e análises interespecíficas (Noor & Smith, 2000; Noor et al., 
2000; Nunes et al., 2010; McNabney, 2012; Gredler et al., 2015). 
Os microssatélites também são utilizados em estudos de populações 
brasileiras de espécies do gênero Drosophila. Machado et al. (2003) isolaram e 
caracterizaram locos de microssatélites em populações de Drosophila antonietae, 
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uma espécie cactofílica do cluster buzzatii, grupo repleta. Posteriormente, Machado 
et al. (2010) utilizaram estes locos como marcadores genéticos em pesquisas 
populacionais nesta espécie. Este estudo apresentou importantes resultados sobre 
aspectos evolutivos e históricos, assim como, sugere que problemas de homoplasia 
de tamanho e alelos nulos podem ser contrabalançados pela alta variabilidade 
genética dos microssatélites. 
Em outra investigação, Moraes & Sene (2007) encontraram um alto nível 
de estruturação populacional em Drosophila gouveai (cluster buzzatii) através da 
utilização de microssatélites e de variações morfológicas nas asas (tamanho e 
forma). Além disso, com a utilização conjunta de microssatélites e alozimas, foram 
estimadas a taxa de migração e a diversidade genética para populações de 
Drosophila maculifrons localizadas em fragmentos florestais na Mata de Araucária 
(Silva et al., 2015). 
 
1.4. Drosophila mediopunctata 
Drosophila mediopunctata Dobzhansky & Pavan 1943, pertence ao grupo 
tripunctata do gênero Drosophila, com 80 espécies descritas (Bächli, 2015) é o maior 
grupo endêmico de florestas Neotropicais do gênero. Esta espécie tem ampla 
distribuição geográfica, sendo comumente encontrada nas regiões Sul e Sudeste do 
Brasil, principalmente nos meses mais frios do ano e em elevadas altitudes 
(Saavedra et al., 1995; Poppe et al., 2015). 
Drosophila mediopunctata apresenta o cariótipo ancestral do gênero, com 
cinco pares de cromossomos acrocêntricos e um par de pontuais, o qual não se 
politeniza (Kastritsis, 1966). Ananina et al. (2002) elaboraram um mapa dos 
cromossomos politênicos com as marcações dos pontos de quebras das inversões 
que ocorrem naturalmente na espécie. Os cromossomos X, II e IV são polimórficos 
para inversões, e os cromossomos III e V são monomórficos. O polimorfismo de 
inversões cromossômicas está bem caracterizado, principalmente para o 
cromossomo II, o mais polimórfico com 17 inversões, oito delas localizadas na região 
distal (DA, DI, DS, etc) e nove na região proximal (PA0, PB0, PC0, etc). Embora não 
haja sobreposição das inversões entre estas duas regiões, existe um forte 
desequilíbrio de ligação entre elas, possivelmente mantido por seleção natural 
(Peixoto & Klaczko, 1991) e baixa recombinação (Cavasini et al., 2010). 
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Foi observada a existência de cline altitudinal e de variação sazonal 
cíclica para a frequência de inversões no cromossomo II, ambas relacionadas com a 
variação de temperatura (Ananina et al., 2004). A inversão DA aumenta de 
frequência em baixas temperaturas, elevadas altitudes e em meses frios (outono e 
inverno), já as inversões DS e DP apresentam o padrão oposto. Desta forma, o 
padrão da variação sazonal corrobora com a variação altitudinal, indicando que a 
temperatura possivelmente é o principal fator responsável pelas variações 
observadas, o que sugere adaptação ao ambiente (Ananina et al., 2004; Klaczko, 
2006). Entretanto, uma mudança neste padrão foi observada em uma análise de 
longo prazo, onde o cline altitudinal para DA aparentemente desapareceu e a 
inversão DI, que não tinha nenhuma associação conhecida com fatores abióticos ou 
geográficos, passou a apresentar um cline altitudinal (Batista et al., 2012). Mesmo 
assim, a variação sazonal cíclica se manteve com frequências altas de DA nos 
meses frios, e frequências baixas nos meses quentes, em contraste a DS, DP e DV. 
Além destes indícios da ação da seleção natural, também foi observada a 
existência de estrutura populacional para a frequência de inversões entre duas 
regiões geomorfológicas distintas (Batista, 2010). A inversão DA apresenta uma 
frequência maior na região do Planalto Atlântico, enquanto as inversões DS e DP 
são mais comuns na região da Depressão Periférica. As distribuições das 
frequências foram testadas usando uma análise de FST hierárquico (AMOVA) e o 
resultado mostrou que 7% da variação podem ser explicados por diferenças entre as 
regiões geomorfológicas. Além disso, foi observado que essa variação também é 
influenciada pela distância geográfica. Correlações entre as variáveis geoclimáticas 
e as frequências das inversões mostram o mesmo padrão observado para a 
variação altitudinal na população do Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
Todas essas evidências sugerem que a diferença das frequências entre as 
populações das duas regiões geomorfológicas podem ser fruto de adaptação às 
diferenças climáticas e florísticas locais. 
Além de estudos sobre o polimorfismo de inversões per se, abordagens 
simultâneas de inversões e caracteres fenotípicos já foram realizadas em 
D. mediopunctata. Variações no tamanho e na forma da asa estão sujeitas a 
mudanças temporais, apresentam cline altitudinal e são influenciadas pela 
temperatura, sexo e inversões no cromossomo II, além disso, evidências sugerem a 
existência de interação genótipo-ambiente (Bitner-Mathé et al., 1995; Bitner-Mathé & 
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Klaczko, 1999; Hatadani & Klaczko, 2008). Variações no tamanho e na forma do 
edeago (genitália masculina) são influenciadas pela temperatura, e uma associação 
entre a forma deste órgão e inversões no cromossomo II foi encontrada (Andrade et 
al., 2005, 2009). A variação no número de pintas abdominais é influenciada pela 
temperatura, sexo e inversões no cromossomo II (Hatadani et al., 2004). 
Um conjunto de 134 locos de microssatélites foi descrito para 
D. mediopunctata por Laborda et al. (2009). Destes, 96 são dinucleotídeos, 14 são 
trinucleotídeos, cinco são tetranucleotídeos, cinco são pentanucleotídeos, e 14 
possuem motivos complexos. A temperatura de anelamento dos microssatélites 
durante o processo de amplificação por PCR (Polymerase Chain Reaction – Reação 
em Cadeia da Polimerase) não foi otimizada para a grande maioria dos locos (127 
dos 134). Sendo, então, utilizado o método de touchdown, que consiste em aplicar 
um gradiente de temperatura (65°C a 55°C, para este s locos). Embora este método 
seja adequado para descrever uma grande quantidade de locos em uma abordagem 
inicial, ele pode gerar amplificações inespecíficas e, consequentemente, 
genotipagem imprecisa em amostras de populações naturais. 
Em sequência ao desenvolvimento deste conjunto de microssatélites, um 
mapeamento de ligação com 49 locos foi realizado por Laborda et al. (2012). Cinco 
grupos sintênicos foram estabelecidos e cada um deles foi associado a um dos cinco 
cromossomos principais de D. mediopunctata. Isso foi feito com uma busca por 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool – Ferramenta de Busca de Alinhamento 
Local Básico) da sequência de cada microssatélite no genoma de Drosophila 
melanogaster. A realização desta associação foi possível devido ao conhecimento 
prévio da sintenia entre os cromossomos destas duas espécies, estabelecida pela 
utilização da técnica de FISH (Fluorescence in situ Hybridization – Hibridação 
Fluorescente in situ) nos politênicos de D. mediopunctata com sondas de genes de 
D. melanogaster altamente conservados (Brianti, 2010; Brianti et al., 2013). O mapa 
de ligação mostrou que nove locos de microssatélites estão no cromossomo X; 13 
locos no cromossomo II; 10 locos no cromossomo III; nove locos no cromossomo IV; 
e sete locos no cromossomo V. Um loco não apresentou sintenia com nenhum outro 
testado, sendo associado ao cromossomo pontual (VI). 
Nos últimos 30 anos nosso grupo de pesquisa vem utilizando 
D. mediopunctata como um organismo modelo em estudos de genética evolutiva. Ao 
longo deste tempo, vários aspectos da biologia desta espécie foram investigados 
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(detalhes em Klaczko, 1995, 2006). De forma geral, a ênfase dos trabalhos tem sido 
na adaptação ao ambiente, tendo-se encontrado em diversas circunstâncias 
evidências sugestivas da ação da seleção natural. Apesar das evidências 
acumuladas, em quase todos os casos não se pode descartar a ação conjunta de 
processos demográficos e estocásticos, envolvendo migração e deriva genética. 
Desta forma, para melhor compreender os resultados encontrados em estudos 
anteriores, é necessária a realização de uma análise da estrutura genética 
populacional que estime estes parâmetros. 
Para tal, uma abordagem com marcadores seletivamente neutros ou 
quase-neutros é imprescindível, sendo os microssatélites ideais no caso. Além disso, 
deve-se utilizar microssatélites que estejam localizados em cromossomos livres de 
inversões (cromossomos III e V) para inferências demográficas. Uma vez que a 
supressão do crossing-over pelas inversões (Carson, 1953) pode causar 
desequilíbrio de ligação e efeito carona (hitchhiking effect), marcadores genéticos 
nestas regiões podem sofrer efeitos da forte seleção natural que atua sobre as 
inversões, o que dificultaria a interpretação da estrutura populacional (uma revisão 
sobre o efeito da seleção e da ligação nas inversões cromossômicas é encontrada 
em Singh, 2008). Assim, a escolha dos locos de microssatélites a serem utilizados é 
um cuidado importante que tem como objetivo evitar o efeito carona das inversões 
sobre os marcadores (Kennington & Hoffmann, 2013), desta forma, evitando uma 
possível mistura de fatores ou confusão de efeitos (confounding factors) da deriva e 
migração com os da ação da seleção sobre as inversões. 
Em resumo, a análise da estrutura genética de populações naturais 
permite testar hipóteses sobre a influência das forças evolutivas na formação do 
padrão de variação de inversões e caracteres morfológicos observados em estudos 
anteriores. Como hipótese primária, a ausência de estruturação para os locos de 
microssatélites localizados nos cromossomos III e V (livres de inversões) indica que 
possivelmente a seleção natural é a principal responsável pela variação observada 
nas inversões e caracteres morfológicos. Por outro lado, como hipótese alternativa, a 
presença de estruturação para estes microssatélites indica que possivelmente a 
migração e a deriva genética possuem um papel importante na formação deste 
padrão. 
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1.5. Objetivos 
O objetivo geral desta Tese de Doutorado foi caracterizar a estrutura 
genética de populações naturais de D. mediopunctata utilizando um conjunto de 
microssatélites. As populações escolhidas para amostragem estão localizadas no 
Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ), no Colinas do Atibaia (Campinas – SP), no 
Costa e Silva (Campinas – SP) e em Capivari (Capivari – SP). A análise da estrutura 
genética macro e microgeográfica visa inferir processos evolutivos que ocorrem 
nestas populações, assim como, fornecer subsídios para a compreensão da 
evolução de outros caracteres e marcadores estudados por outros pesquisadores. 
 
Especificamente, os objetivos pretendidos foram: 
a) Padronizar as técnicas moleculares utilizadas para maximizar a 
precisão e a confiabilidade dos dados. 
b) Estimar a taxa de recombinação em machos de D. mediopunctata, para 
verificar se a frequência de crossing-over é desprezível, condição necessária para a 
análise genética (cromossômica). 
c) Estabelecer a localização cromossômica de um conjunto de locos de 
microssatélites, através de uma análise genética (cromossômica), para ampliar o 
número de locos já localizados. 
d) Caracterizar a estrutura genética macrogeográfica das quatro 
populações escolhidas, utilizando locos de microssatélites localizados nos 
cromossomos III e V (livres de inversões). E, posteriormente, comparar o padrão de 
evolução deste marcador (seletivamente neutro, ou quase-neutro) com o das 
inversões do cromossomo II (provável alvo da seleção natural). 
e) Caracterizar a estrutura genética microgeográfica da população do 
Parque Nacional do Itatiaia, amostrada em seis diferentes altitudes e avaliar a 
possível influência de inversões cromossômicas sobre locos sintênicos, comparando 
microssatélites do cromossomo II com os dos cromossomos III e V.  
 
 22 
1.6. Organização da Tese 
Esta Tese contém quatro Capítulos, que seguem uma Introdução Geral; 
cada Capítulo corresponde a um dos objetivos específicos. Os Capítulos são 
compostos por artigos publicados, ou por esboços de artigo ainda em fase de 
preparação para publicação. Aos Capítulos, listados abaixo, seguem-se uma 
Discussão Geral, Conclusão, Referências e Anexos. 
 
Capítulo I – Padronização das Técnicas Moleculares 
Apresenta a metodologia utilizada na extração do DNA genômico, e na 
amplificação e genotipagem dos locos de microssatélites utilizados. É mostrado uma 
publicação e dois itens adicionais com descrições metodológicas. 
 
Capítulo II – Localização dos Microssatélites 
Este capítulo consta de dois artigos publicados que mostram: a estimativa 
da taxa de recombinação em machos de D. mediopunctata; e a localização 
cromossômica de um conjunto de locos de microssatélites. 
 
Capítulo III – Estrutura Genética Macrogeográfica 
Este capítulo representa um esboço de artigo com a análise da estrutura 
genética de quatro populações naturais de D. mediopunctata. 
 
Capítulo IV – Estrutura Genética Microgeográfica 
Este último capítulo é um esboço de artigo mostrando a análise da 
estrutura genética altitudinal da população natural de D. mediopunctata do Parque 
Nacional do Itatiaia. 
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2. CAPÍTULOS 
 
CAPÍTULO I 
PADRONIZAÇÃO DAS TÉCNICAS MOLECULARES 
 
A padronização das técnicas moleculares foi uma etapa fundamental para 
o desenvolvimento adequado desta Tese e teve como objetivo principal maximizar a 
precisão e a confiabilidade dos dados. Além da padronização, todas as técnicas 
moleculares utilizadas para a genotipagem dos microssatélites foram implementadas 
em nosso laboratório, uma vez que este foi o primeiro trabalho a ser desenvolvido 
com a utilização de microssatélites no laboratório. Por estes motivos, todo cuidado e 
atenção foram tomados na realização desta etapa. 
 
I.1. Extração e Quantificação do DNA Genômico 
A metodologia para a extração do DNA genômico dos espécimes de 
Drosophila mediopunctata amostrados seguiu o protocolo descrito por Aljanabi & 
Martinez (1997), com algumas modificações. Após a extração, foi realizada uma 
quantificação aproximada da concentração do DNA obtido, utilizando como DNA 
padrão uma solução de lambda em duas diferentes concentrações (50 e 100 ng/µl 
de DNA). As amostras foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 
(1%), corado com SYBR-safe e visualizado em luz ultravioleta. Para quantificação, a 
intensidade das bandas do DNA genômico foi comparada com a intensidade das 
bandas do lambda (na razão de 5:1 – 5 µl do DNA foram aplicados e comparado 
com o lambda padronizado por unidade de µl). 
Os géis de todas as extrações foram registrados para posterior 
quantificação. O propósito desta abordagem foi confirmar o resultado positivo da 
extração, aplicando em cada reação de PCR uma concentração de DNA 
aproximadamente dentro da mesma faixa (entre cinco e 30 ng/µl). Um exemplo do 
gel de extração é apresentado na Figura I.1, no qual as amostras de número 1 e 2 
são as duas diferentes concentrações de lambda, e as demais amostras são de 
diferentes indivíduos de duas estirpes padrão de D. mediopunctata mantidas em 
nosso laboratório (ITC229ET e ITA24P). Estas amostras apresentaram intensidade 
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aproximadamente igual (ou um pouco menor) ao do lambda na concentração de 50 
ng/µl de DNA, assim, a concentração aproximada de DNA genômico em cada 
amostra é de 10 ng/µl. 
 
 
 
Figura I.1. Gel da extração do DNA genômico de amostras de duas estirpes de 
D. mediopunctata (1 e 2 – lambda nas concentrações de 50 e 100 ng/µl de DNA, 
respectivamente; 3 a 8 – ITC229ET; 9 a 14 – ITA24P). 
 
 
I.2. Otimização da Temperatura de Anelamento 
Com o intuito de aumentar a precisão do processo de amplificação e da 
genotipagem dos locos, e consequentemente a confiabilidade dos dados, foi 
realizada a otimização da temperatura de anelamento de 64 locos de microssatélites 
descritos para D. mediopunctata. Seis temperaturas de anelamento específicas 
(55°C, 58°C, 61°C, 64°C, 67°C, e 70°C) foram testad as para cada loco, em quatro 
diferentes amostras de duas estirpes padrão mantidas no laboratório (ITC229ET e 
ITA24P). A maior temperatura que apresentou amplificação positiva foi considerada 
como sendo a temperatura de anelamento ótima para cada loco. 
Os resultados obtidos para a otimização da temperatura de anelamento 
estão publicados em Cavasini et al. (2013). Uma cópia deste artigo encontra-se a 
seguir. Além disso, a metodologia para as reações de PCR e os parâmetros 
utilizados no termociclador também estão incluídos neste artigo. 
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ARTIGO 
 
Cavasini R, Batista MRD, Carvalho KA & Klaczko LB (2013) Optimization of 64 
microsatellite loci primer pair annealing temperatures of 
Drosophila mediopunctata. Dros Inf Serv 96:218-219. 
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I.3. Genotipagem dos Microssatélites 
Após a amplificação dos locos de microssatélites, os produtos do PCR 
foram submetidos a uma eletroforese em gel de poliacrilamida (6%), corados com 
nitrato de prata e revelados em solução de carbonato de sódio. A metodologia 
aplicada seguiu uma modificação do protocolo descrito por Creste et al. (2001). 
Juntamente com as amostras, um ladder padrão de 10 pares de bases foi aplicado 
para marcar o tamanho dos fragmentos amplificados, possibilitando assim a 
genotipagem dos locos. 
Quarenta e quatro locos de microssatélites foram inicialmente testados 
com o objetivo de padronizar a metodologia da genotipagem de cada um deles, bem 
como, verificar a qualidade e a confiabilidade dos resultados. Destes, 23 locos 
apresentaram genotipagem confiável e foram escolhidos para serem utilizados na 
caracterização da estrutura genética das populações naturais de D. mediopunctata. 
A lista com os locos utilizados nas análises macro e microgeográfica encontra-se no 
Capítulo III, item III.1.2, e Capítulo IV, item IV.1.2, respectivamente. 
Mesmo com o cuidado tomado na padronização das técnicas 
moleculares, 21 locos foram excluídos das análises por apresentarem genotipagem 
imprecisa, devido principalmente a amplificações inespecíficas que geravam dúvidas 
quanto ao genótipo. Esta padronização teve critérios rigorosos para maximizar a 
precisão e a confiabilidade dos dados gerados, minimizando assim possíveis erros 
de genotipagem. Os testes para cada um dos 44 locos consistiram na análise do 
genótipo de 48 indivíduos de populações naturais. Um exemplo é apresentado na 
Figura I.2, onde quatro alelos diferentes foram identificados para o loco 
DmedUNICAMP_ssr084 (abreviado Dmed084, e similarmente doravante). 
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Figura I.2. Gel da genotipagem do loco DmedUNICAMP_ssr084 para 48 indivíduos de 
populações naturais de D. mediopunctata. Quatro alelos foram identificados: alelo de 
133 pb (pares de bases) com seis repetições, (TG)6; 135 pb, (TG)7; 137 pb, (TG)8; e 
139 pb, (TG)9. 
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CAPÍTULO II 
LOCALIZAÇÃO DOS MICROSSATÉLITES 
 
A localização cromossômica de um conjunto de locos foi realizada com o 
objetivo de aumentar o número de microssatélite localizados, em adição aos 49 
locos presentes no mapa de ligação previamente publicado por Laborda et al. 
(2012). A metodologia utilizada para localizar os microssatélites consistiu em uma 
análise genética (cromossômica), na qual a sintenia entre mutações de efeito visível 
que marcam cada autossomo principal foi estabelecida com os alelos dos 
microssatélites de cada estirpe utilizada nos cruzamentos. Os locos ligados aos 
cromossomos sexuais foram determinados pelo padrão de herança ligado ao sexo. 
 
II.1. Recombinação em Machos de Drosophila mediopunctata 
Um pré-requisito necessário para realizar esta análise de sintenia é a 
ausência de recombinação em machos. Esta propriedade é comum em muitas 
espécies do gênero Drosophila e frequentemente utilizada na realização deste tipo 
de análise (Noor et al., 2000). Desta forma, o cromossomo marcado pela mutação 
sempre irá segregar intacto, junto com todos os alelos da estirpe mutante ligados a 
ele, possibilitando assim seu rastreamento e identificação. Entretanto, existem 
algumas espécies de Drosophila em que os machos apresentam recombinação, 
como por exemplo, Drosophila ananassae (Kikkawa, 1938; Hinton, 1970) e 
Drosophila willistoni (Franca et al., 1968). Assim, antes de iniciar a análise genética 
para localizar os microssatélites, a taxa de recombinação nos machos foi estimada. 
A taxa de recombinação para os machos de D. mediopunctata foi 
estimada entre duas mutações de efeito visível localizadas no cromossomo II. Dos 
1522 indivíduos analisados, nenhum deles apresentou o genótipo recombinante, 
assim, foi demonstrada a ausência de recombinação em machos desta espécie. Por 
outro lado, a taxa de recombinação em fêmeas foi de 47,3%, próximo ao valor 
esperado para uma segregação independente. Os resultados desta análise, assim 
como os esquemas de cruzamento utilizados, estão publicados em Cavasini et al. 
(2010). Uma cópia deste artigo encontra-se a seguir. 
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Cavasini R, Carvalho KA & Klaczko LB (2010) Absence of recombination in males of 
Drosophila mediopunctata. Dros Inf Serv 93:122-124. 
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II.2. Análise Genética (Cromossômica) 
Após a confirmação da ausência de recombinação em machos de 
D. mediopunctata, a análise genética (cromossômica) para localizar os locos de 
microssatélites foi realizada adequadamente. Como resultado, 17 locos foram 
localizados, dos quais 12 estão ausentes do mapa de ligação previamente publicado 
por Laborda et al. (2012). Assim, o número de microssatélites com a localização 
cromossômica estabelecida para a espécie teve um acréscimo substancial, 
passando de 49 para 61 locos. 
Esta etapa foi fundamental para que a abordagem empregada na 
caracterização da estrutura genética das populações naturais fosse possível. Dos 23 
locos utilizados (que apresentam boa genotipagem), 15 estão presentes no mapa de 
ligação, e oito em cromossomos não identificados. Com a realização desta análise 
de sintenia, seis destes oito locos foram localizados. 
Os resultados desta análise, assim como os detalhes dos cruzamentos 
realizados, estão publicados em Cavasini et al. (2015). Uma cópia deste artigo 
encontra-se a seguir. 
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Cavasini R, Batista MRD & Klaczko LB (2015) Chromosomal localization of 
microsatellite loci in Drosophila mediopunctata. Genet Mol Biol 
38:55-58. 
 
 37 
 
 
 38 
 
 
 39 
 
 
 40 
 
 
 41 
CAPÍTULO III 
ESTRUTURA GENÉTICA MACROGEOGRÁFICA 
 
O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a estrutura genética 
macrogeográfica de populações naturais de Drosophila mediopunctata utilizando um 
conjunto de microssatélites. A análise da estruturação genética visa inferir processos 
evolutivos que ocorrem nestas populações, assim como, fornecer subsídios para a 
compreensão da evolução de outros caracteres e marcadores estudados por outros 
pesquisadores. 
Foram analisadas amostras de quatro populações selecionadas, duas da 
Depressão Periférica e duas do Planalto Atlântico. Para caracterizar a estrutura 
genética macrogeográfica foram utilizados locos de microssatélites localizados nos 
cromossomos III e V (livres de inversões). Isto permite que se possa comparar o 
padrão de evolução deste marcador (seletivamente neutro, ou quase-neutro) com o 
das inversões do cromossomo II (provável alvo da seleção natural). 
 
III.1. Materiais e Métodos 
 
III.1.1. Metodologia de Coleta e Amostras Utilizadas 
O procedimento geral de coleta consiste em atrair as moscas, com iscas 
de banana fermentadas com fermento Saccharomyces cerevisiae comercial, que são 
capturadas com redes entomológicas e trazidas vivas para o laboratório. As fêmeas 
de D. mediopunctata foram colocadas separadamente para ovoposição, e a 
confirmação da identificação taxonômica foi realizada através da análise da genitália 
da prole masculina das fêmeas que vieram inseminadas do campo. As amostras 
utilizadas para as análises populacionais foram compostas de uma única fêmea F1 
oriunda de cada isofêmea (uma filha de cada fêmea coletada, nascida no 
laboratório). 
Os espécimes de D. mediopunctata foram coletados em quatro 
localidades (Tabela III.1). As populações amostradas estão situadas em duas 
regiões geomorfológicas distintas. Capivari (CV) e Costa e Silva (CS) estão 
localizadas na região da Depressão Periférica, enquanto Colinas do Atibaia (CA) e 
Parque Nacional do Itatiaia (IT) estão localizadas na região do Planalto Atlântico 
(Figura III.1). 
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Tabela III.1. Locais e datas das coletas de D. mediopunctata amostradas para a 
caracterização da estrutura genética macrogeográfica. 
Localidade Coordenada Geográfica Data   N 
CV 23°03’S – 47°47’W 14 a 16/10/2008   30 
CS 22°87’S – 47°07’W 03 a 06/06/2008   19 
CA 22°83’S – 46°93’W 21 a 23/08/2008   23 
IT 22°46’S – 44°60’W 19 a 24/11/2008   30 
Total   102 
 
CV = Capivari (Capivari – SP); CS = Costa e Silva (Campinas – SP); CA = Colinas do Atibaia 
(Campinas – SP); IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
N = número de indivíduos amostrados. 
 
 
 
No total, foram examinados 102 espécimes. Seu DNA genômico foi 
extraído conforme metodologia indicada no Capítulo I, item I.1. 
 
 
 
 
Figura III.1. Mapa indicando a localização dos pontos de coleta e a delimitação das 
regiões geomorfológicas. Capivari (CV) e Costa e Silva (CS) na região da Depressão 
Periférica (amarelo). Colinas do Atibaia (CA) e Parque Nacional do Itatiaia (IT) na 
região do Planalto Atlântico (verde). 
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III.1.2. Locos de Microssatélites Utilizados 
A Tabela III.2 apresenta os 11 locos de microssatélites utilizados. A 
localização cromossômica foi estabelecida por Laborda et al. (2012) e Cavasini et al. 
(2015), como citado anteriormente no Capítulo II, item II.2. Estes 11 locos foram 
amplificados e genotipados de acordo com a metodologia indicada em Cavasini et 
al. (2013), e no Capítulo I, item I.3, para todas as 102 amostras utilizadas. 
 
Tabela III.2. Locos de microssatélites utilizados para a caracterização da estrutura 
genética macrogeográfica de quatro populações naturais de D. mediopunctata. 
Cromossomo Loco Motivo Ta (°C) 
III Dmed045 TG 55 
 Dmed054 CA 58 
 Dmed067 TGAG 64 
 Dmed085 GA 58 
 Dmed087 GCA 61 
 Dmed096 AC 61 
 Dmed106 CA 61 
V Dmed011 TC 58 
 Dmed025 GACA 58 
 Dmed072 AG 58 
 Dmed098 TTG 67 
 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr045 como Dmed045. 
Ta = temperatura de anelamento. 
 
III.1.3. Análise dos Dados 
Primeiramente, os 11 locos utilizados foram testados para verificar a 
existência de indício de seleção natural. Quando detectada, os locos sob seleção 
foram retirados das análises para evitar possível viés nos resultados. Este teste de 
neutralidade foi realizado no software ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) 
utilizando a análise da estrutura genética (não-hierárquica). As seguintes 
especificações foram adotadas: modelo SMM assumido, valor de FST utilizado, 
50000 simulações com 100 demes. 
Testes para detectar desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) 
foram realizados para cada loco em cada população utilizando o teste exato no 
software GENEPOP 4.0 (Rousset, 2008). Uma correção de Bonferroni sequencial 
para múltiplos testes foi aplicada para determinar os níveis de significância. 
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A frequência de alelos nulos para cada loco em cada população foi 
estimada pelo software GENEPOP. Segundo Chapuis & Estoup (2007), frequências 
de alelos nulos menores que 0,05 possuem efeitos desprezíveis sobre a estrutura 
genética. Assim, frequências significativas acima de 0,05 (limite inferior do Intervalo 
de Confiança de 95% > 0,05) foram tratadas com cautela. 
Para detectar associação não-aleatória entre locos (desequilíbrio de 
ligação – DL) foi realizado um teste (G-test) no software GENEPOP. Espera-se que 
5% dos pareamentos entre os locos sejam significativos por acaso, porcentagens 
maiores sugerem excesso de DL na população (Schug et al., 2007). 
A heterozigosidade esperada (He) e a riqueza alélica (RA – número de 
alelos por loco padronizado pelo tamanho amostral) foram utilizadas como medidas 
de variabilidade genética. Estes parâmetros foram estimados para cada loco em 
cada população utilizando o software FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001). Para cada 
estimativa, uma ANOVA (Análise de Variância) foi realizada para verificar se existe 
diferença entre as populações para as médias dos locos. Posteriormente, para cada 
estimativa, um pós-teste de Tukey foi realizado para comparar as médias entre os 
pares de populações. Os valores da He foram transformados em arcoseno raiz 
quadrada antes de serem utilizados nas análises. 
Para avaliar a estruturação genética entre as populações, o FST (Weir & 
Cockerham, 1984) foi estimado para cada loco e para o total, utilizando o software 
FSTAT. O nível de significância foi calculado não pressupondo o EHW, com 50000 
iterações. Os valores de FST entre pares de populações também foram estimados. 
Para detectar indícios de deficiência de heterozigotos o FIS foi estimado para cada 
loco e para o total, utilizando o software FSTAT e similar ao FST. 
Para detectar indícios de diferenciação na distribuição das frequências 
gênicas e genotípicas, para cada loco entre as populações e entre os pares de 
populações, o teste exato de Fisher foi realizado no software GENEPOP. 
O número efetivo de migrantes por população por geração (Nm), entre os 
pares de populações, foi estimado utilizando o método de alelos privados no 
software GENEPOP. 
O modelo de Isolamento por Distância implementado no software 
GENEPOP foi empregado para verificar se a distância genética entre as populações 
está correlacionada à distância geográfica. A associação foi examinada utilizando o 
teste de correlação de Mantel entre a matriz dos valores da distância genética 
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(FST / (1 – FST)) e a matriz da distância geográfica (logaritmo natural da 
quilometragem), para pares de populações. Os valores de FST pareado foram 
estimados no software FSTAT. 
O tamanho efetivo populacional (Ne) foi estimado para cada população 
pelo software ONeSAMP 1.2 (Tallmon et al., 2008). As seguintes especificações 
foram adotadas: 50000 iterações, limite inferior prévio de 2 e superior de 1000. Além 
disso, o Ne também foi estimado no software LDNE 1.31 (Waples & Do, 2008). 
Todos os alelos com frequências < 0,01 foram excluídos. 
Foi realizado um teste para detectar indícios da ocorrência de eventos 
recentes de gargalo populacional (redução no tamanho efetivo das populações) no 
software BOTTLENECK 1.2 (Cornuet & Luikart, 1996). Nesta análise, para cada 
população, foram utilizados apenas os locos que não apresentaram desvios do 
EHW. O nível de significância foi determinado pelo teste de Wilcoxon, seguindo os 
parâmetros sugeridos por Piry et al. (1999) para locos de microssatélites. 
 
III.2. Resultados 
Dos 11 locos avaliados, o loco DmedUNICAMP_ssr011 (abreviado Dmed011, 
e similarmente doravante) foi o único com resultado significativo no teste para 
detectar locos sob seleção implementado no software ARLEQUIN. Este loco 
apresentou indícios de seleção natural direcional (P = 0,0495) e foi retirado das 
análises. 
A Tabela III.3 apresenta as frequências estimadas de alelos nulos para 
cada loco em cada população. Quatro locos apresentaram frequências significativas 
acima de 0,05 (limite inferior do IC 95% > 0,05): Dmed085 na população do CV; 
Dmed106 na população do CS; Dmed045 e Dmed098 na população do IT. Além 
disso, exclusivamente estes quatro locos apresentaram as médias de alelos nulos 
das quatro populações com valores nominais acima de 0,05. A população do IT 
apresentou o maior valor médio para a frequência de alelos nulos (7,4%), com valor 
diferente de zero para todos os locos. 
Três locos apresentaram desvios do EHW: o loco Dmed106 na população 
do CS (P = 0,0006); os locos Dmed096 (P = 0,0009) e Dmed098 (P = 0,0004) na 
população do IT. Estes locos estão indicados na Tabela III.3. 
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Tabela III.3. Frequência estimada de alelos nulos de 10 locos de microssatélites 
amostrados em quatro populações naturais de D. mediopunctata. 
Loco CV CS CA IT Média 
Dmed045 0,074 0,012 - 0,146 0,058 
Dmed054 - - - 0,055 0,014 
Dmed067 - - - 0,008 0,002 
Dmed085 0,133 0,077 - 0,106 0,079 
Dmed087 - - 0,039 0,037 0,019 
Dmed096 - - - 0,101 * 0,025 
Dmed106 0,065 0,162 * 0,081 0,029 0,084 
Dmed025 0,034 0,006 - 0,032 0,018 
Dmed072 - 0,032 - 0,062 0,024 
Dmed098 0,068 0,057 0,072 0,163 * 0,090 
Média 0,037 0,035 0,019 0,074 0,041 
 
CV = Capivari (Capivari – SP); CS = Costa e Silva (Campinas – SP); CA = Colinas do Atibaia 
(Campinas – SP); IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr045 como Dmed045. 
Valores ausentes indicam frequência estimada de 0% de alelos nulos. 
Valores sublinhados indicam frequência de alelos nulos > 0,05 (IC 95%). 
* Indicativo de locos com valores significativos para o desvio do EHW. 
 
 
Para cada uma das populações foi analisado o DL entre pares de locos 
num total de 45 combinações possíveis. No conjunto total de comparações 
(4 × 45 = 180) foram detectados 6 pares (dos quais 3 em IT) com DL significativo no 
nível de 5%. Entretanto, nenhum dos pares de locos mostrou um DL 
consistentemente significativo em mais de uma população. No total a frequência de 
testes significativos foi de 3,3% (6 / 180). 
A estimativa da He para cada loco em cada população está apresentada 
na Tabela III.4. A ANOVA detectou diferenças significativas das médias estimadas 
entre as populações (F = 3,196; g.l. = 3, 9; P = 0,0393). Entretanto, o teste de Tukey 
realizado entre os pares de populações não detectou diferença significativa para 
nenhum pareamento. Devido a suspeita de que o loco Dmed085 seja um outlier 
(indícios apresentados adiante), uma ANOVA foi realizada sem a presença deste 
loco no conjunto de dados, resultando em um valor não significativo (F = 2,234; 
g.l. = 3, 8; P = 0,1102). A Tabela III.4 apresenta o valor médio da He para cada 
população excluindo o loco Dmed085, em adição ao valor total, facilitando assim a 
comparação. 
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Tabela III.4. Heterozigosidade esperada (He) de 10 locos de microssatélites 
amostrados em quatro populações naturais de D. mediopunctata. 
Loco CV CS CA IT Média/loco 
Dmed045 0,759 0,724 0,725 0,794 0,751 
Dmed054 0,847 0,865 0,765 0,851 0,832 
Dmed067 0,566 0,617 0,624 0,641 0,612 
Dmed085 0,832 0,819 0,766 0,880 0,824 
Dmed087 0,735 0,735 0,725 0,785 0,745 
Dmed096 0,955 0,892 0,946 0,921 0,929 
Dmed106 0,752 0,803 0,808 0,809 0,793 
Dmed025 0,727 0,703 0,797 0,810 0,759 
Dmed072 0,913 0,927 0,906 0,907 0,913 
Dmed098 0,779 0,740 0,762 0,841 0,781 
Média/população 0,787 0,783 0,782 0,824 0,794 
Média sem Dmed085 0,781 0,778 0,784 0,818 0,790 
 
CV = Capivari (Capivari – SP); CS = Costa e Silva (Campinas – SP); CA = Colinas do Atibaia 
(Campinas – SP); IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr045 como Dmed045. 
 
A estimativa da RA para cada loco em cada população está apresentada 
na Tabela III.5. Não foram detectadas diferenças significativas das médias 
estimadas entre as populações (F = 0,883; g.l. = 3, 9; P = 0,4623). 
 
Tabela III.5. Riqueza alélica (RA) de 10 locos de microssatélites amostrados em 
quatro populações naturais de D. mediopunctata. 
Loco   CV   CS   CA   IT Média/loco 
Dmed045   7,6   5,8   8,7   7,3 7,4 
Dmed054   9,3   9,8   8,7   9,5 9,3 
Dmed067   5,4   5,8   4,9   6,8 5,7 
Dmed085 10,4   8,8   8,4 10,2 9,5 
Dmed087   5,4   5,9   5,7   7,2 6,1 
Dmed096 17,9 14,0 16,8 13,5 15,6 
Dmed106   8,9   7,8   8,5 10,1 8,8 
Dmed025   6,9   7,8   8,5   8,4 7,9 
Dmed072 13,5 13,7 14,2 11,7 13,3 
Dmed098   6,6   6,0   6,6   8,3 6,9 
Média/população   9,2   8,5   9,1   9,3 9,0 
 
CV = Capivari (Capivari – SP); CS = Costa e Silva (Campinas – SP); CA = Colinas do Atibaia 
(Campinas – SP); IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr045 como Dmed045. 
 48 
Os valores de FST e FIS estimados para cada loco e no total estão 
apresentados na Tabela III.6. O único loco que apresentou valor significativo para o 
FST e, consequentemente, indícios de estruturação entre as populações foi Dmed085 
(P = 0,0173). Entretanto, não significativo após uma correção de Bonferroni 
sequencial para múltiplos testes. Indícios de deficiência de heterozigotos foram 
detectados pelos valores significativos do FIS para os locos Dmed045 (P = 0,0025), 
Dmed085 (P = 0,0000), Dmed106 (P = 0,0001), Dmed072 (P = 0,0318), Dmed098 
(P = 0,0000), e para os locos no total (P = 0,0000). 
 
Tabela III.6. Estimativa dos valores de FST e FIS para 10 locos de microssatélites 
amostrados em quatro populações naturais de D. mediopunctata. 
Loco   FST   FIS 
Dmed045   0,001   0,156 ** 
Dmed054   0,013   0,012 
Dmed067 –0,009 –0,050 
Dmed085   0,014 *   0,192 *** 
Dmed087   0,008   0,020 
Dmed096 –0,005   0,046 
Dmed106 –0,010   0,182 *** 
Dmed025 –0,005 –0,041 
Dmed072 –0,003   0,065 * 
Dmed098   0,007   0,237 *** 
Média   0,001   0,085 *** 
IC 95% –0,004  —  0,007   0,028  —  0,143 
 
* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
IC 95% = Intervalo de Confiança de 95%. 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr045 como Dmed045. 
 
As estimativas do FST entre pares de populações (Tabela III.7) 
apresentaram apenas um pareamento significativo, entre CS e CA (P = 0,0417), mas 
não significativo após uma correção de Bonferroni sequencial para múltiplos testes. 
Entretanto, se esta estimativa for feita sem a presença do loco Dmed085 (suspeito 
de ser um outlier), nenhum valor permanece significativo (CS e CA (P = 0,1417)). 
O teste de Isolamento por Distância não detectou associação significativa 
entre a distância genética e a distância geográfica (P = 0,7700). A Tabela III.7 
apresenta a matriz com os valores do FST e da quilometragem entre os pares de 
populações. 
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Tabela III.7. Estimativa dos valores de FST entre os pares de populações (acima) 
para 10 locos de microssatélites amostrados em quatro populações naturais de 
D. mediopunctata. Distância geográfica (em km) entre os pontos de coleta (abaixo). 
   CV   CS   CA   IT 
CV ———   0,0007 –0,0031 –0,0018 
CS   44,0 ———   0,0133 *   0,0016 
CA   65,0   25,0 ———   0,0024 
IT 331,0 290,0 267,0 ——— 
 
* P < 0,05 (para o FST pareado). 
CV = Capivari (Capivari – SP); CS = Costa e Silva (Campinas – SP); CA = Colinas do Atibaia 
(Campinas – SP); IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
 
Foi detectada, pelo teste exato de Fisher, diferenciação significativa entre 
as populações para a distribuição das frequências gênicas e genotípicas do loco 
Dmed085 (P = 0,0017; P = 0,0138; respectivamente), e gênicas do loco Dmed098 
(P = 0,0215). Além disso, entre os pares de populações, foi detectada diferenciação 
na distribuição das frequências gênicas e genotípicas entre CS e CA (P = 0,0033; 
P = 0,0087; respectivamente), e gênicas entre CS e IT (P = 0,0343). Entretanto, 
retirando o loco Dmed085 (suspeito de ser um outlier) do conjunto de dados, 
nenhuma estimativa entre os pares de populações apresenta valores significativos 
(distribuição das frequências gênicas e genotípicas entre CS e CA (P = 0,0959; 
P = 0,1347; respectivamente), e gênicas entre CS e IT (P = 0,0934)).  
A estimativa do número de migrantes (Nm) entre os pares de populações 
está apresentada na Tabela III.8. 
 
Tabela III.8. Número efetivo de migrantes (Nm) estimado a partir de 10 locos de 
microssatélites amostrados em quatro populações naturais de D. mediopunctata. 
Pareamento Nm 
CV x CS 5,0 
CV x CA 4,7 
CV x IT 5,6 
CS x CA 2,8 
CS x IT 4,6 
CA x IT 4,8 
Média 4,6 
 
CV = Capivari (Capivari – SP); CS = Costa e Silva (Campinas – SP); CA = Colinas do Atibaia 
(Campinas – SP); IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
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Os valores do Ne estimados pelos softwares ONeSAMP e LDNE para 
cada população estão apresentados na Tabela III.9. Valores negativos são 
interpretados como tamanho efetivo populacional muito grande ou infinito (Waples & 
Do, 2010). 
 
 
Tabela III.9. Tamanho efetivo Populacional (Ne) estimado (utilizando os softwares 
ONeSAMP e LDNE) a partir de 10 locos de microssatélites amostrados em quatro 
populações naturais de D. mediopunctata. 
 ONeSAMP  LDNE 
População Ne LC 95%  Ne IC 95% 
CV 45,2 33,4  —  73,9  3223,9 133,3  —  ∞ 
CS 23,0 17,7  —  41,3  –659,6   93,9  —  ∞ 
CA 19,3 15,3  —  29,4  –433,7 180,1  —  ∞ 
IT 51,7 37,4  —  94,9  –313,5 682,1  —  ∞ 
 
CV = Capivari (Capivari – SP); CS = Costa e Silva (Campinas – SP); CA = Colinas do Atibaia 
(Campinas – SP); IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
LC 95% = Limite de Credibilidade de 95%. 
IC 95% = Intervalo de Confiança de 95%. 
∞ = infinito. 
 
 
Não foram detectados indícios da ocorrência de eventos recentes de 
gargalo populacional (redução no tamanho efetivo das populações) em nenhuma 
das populações avaliadas. 
 
III.3. Discussão 
Para as quatro populações de D. mediopunctata amostradas, os valores 
estimados dos parâmetros indicadores de variabilidade genética (He e RA) estão de 
acordo com o encontrado em microssatélites avaliados em outras espécies do 
gênero Drosophila. Por exemplo, Barker et al. (2009) observaram para 15 locos de 
microssatélites genotipados em espécimes de Drosophila buzzatii, oriundos de 
populações Argentinas e Australianas, estimativas de He variando entre 0,502 e 
0,794; e o número médio de alelos por loco por população variando entre 5,07 e 
10,80 alelos. Em populações de Drosophila subobscura amostradas na região 
central dos Bálcãs, Novicic et al. (2011) observaram para 11 locos estimativas de He 
variando entre 0,6279 e 0,9336; e no total, entre nove e 21 alelos por loco. Em outro 
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estudo, utilizando populações Australianas de Drosophila melanogaster, Kennington 
& Hoffmann (2013) observaram para 20 locos ligados a inversão In(2L)t, estimativas 
de He variando entre 0,370 e 0,830 (com a exceção de um loco monomórfico com 
dois alelos e He = 0,01); e no total, entre dois e 23 alelos por loco. 
Foi observada uma relação entre as estimativas das frequências de alelos 
nulos, desvios do EHW, e valores de FIS. Os locos Dmed045, Dmed085, Dmed106 e 
Dmed098, foram os únicos que apresentaram frequências estimadas significativas 
de alelos nulos acima de 0,05 (limite inferior do IC 95% > 0,05) em pelo menos uma 
população; e valor acima de 0,05 para a média das quatro populações (Tabela III.3). 
Estes quatro locos apresentaram valores estimados de FIS elevados (entre 0,156 e 
0,237), sendo os maiores entre todos os locos, e altamente significativos (Tabela 
III.6). Além disso, dos três testes com valor significativo para o desvio do EHW, dois 
deles correspondem aos mesmos locos, nas mesmas populações, onde foram 
detectadas frequências de alelos nulos acima de 0,05 (IC 95%) (Tabela III.3). 
Os alelos nulos são frequentemente evocados para explicar deficiência de 
heterozigotos e desvios do EHW observados (Dakin & Avise, 2004; Dharmarajan et 
al., 2013). Entretanto, existem outros fatores que podem explicar estas observações, 
por exemplo: desvios das frequências esperadas pelo EHW podem ocorrer pela 
influência de forças evolutivas como seleção natural, ou por endogamia (Hartl & 
Clark, 2010; Dharmarajan et al., 2013); e valores elevados de FIS podem ocorrer pela 
influência da endogamia, seleção natural ou efeito Wahlund (Prout & Barker, 1993; 
Dharmarajan et al., 2013). Desta forma, deve-se ter cautela ao inferir o efeito da 
presença de alelos nulos sobre estimativas populacionais (Barker, 2005; 
Dharmarajan et al., 2013). Mesmo tomando os devidos cuidados na interpretação 
dos resultados, eles ainda assim sugerem que a presença de alelos nulos para os 
quatro locos observados influenciou os testes do EHW e as estimativas do FIS. 
O loco Dmed085 apresentou um comportamento peculiar em comparação 
aos demais locos avaliados. Foi o único que apresentou indícios de estruturação 
genética entre as populações (Tabela III.6). Além disso, para este loco, foi detectada 
diferenciação significativa na distribuição de suas frequências gênicas e genotípicas 
entre as populações. Mesmo não tendo sido detectado indícios de seleção natural 
no teste do ARLEQUIN, este loco pode ser caracterizado como um possível outlier. 
Sua retirada do conjunto de dados corroborou esta observação. Na comparação 
entre os resultados (com e sem o loco Dmed085), a diferença encontrada das 
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médias estimada para a He entre as populações deixou de apresentar valores 
significativos na ausência deste loco. Além disso, nenhuma diferença na distribuição 
das frequências gênicas e genotípicas entre os pares de populações foram 
significativas em sua ausência. Da mesma forma, nenhum valor para o FST entre 
pares de populações foi significativo. 
Através de simulações computacionais e dados empíricos, Chapuis & 
Estoup (2007) observaram que uma frequência de alelos nulos até cerca de 20% 
exerce pouca influência sobre estimativas de diferenciação genética entre 
populações (FST), sobretudo na presença de fluxo gênico considerável. Assim, 
podemos supor que a presença estimada de 7,9% de alelos nulos no loco Dmed085 
possivelmente não exerceu influência sobre estas estimativas. Por outro lado, é 
possível que a ação da seleção natural sobre uma região ligada a este loco esteja 
influenciando os resultados. Corroborando com isso, um cline altitudinal foi 
observado para a frequência do segundo alelo mais comum deste loco em uma 
análise da estrutura microgeográfica (Capítulo IV). 
As estimativas do Ne realizadas no software LDNE indicam que as 
populações avaliadas são muito grandes, com tamanhos que tendem ao infinito 
(Tabela III.9). Entretanto, para as estimativas do Ne realizadas no software 
ONeSAMP, as populações do CS e do CA apresentam os menores valores em 
comparação as outras duas. Além disso, o Nm entre estas populações apresentam o 
menor valor estimado entre todos os pareamentos (Tabela III.8); por outro lado, o 
Nm entre CV e IT apresentam os maiores valores. Estes resultados não são 
esperados se considerarmos que as populações do CS e do CA estão separadas 
por uma distância de apenas 25 km, e as populações do CV e do IT estão 
separadas por 331 km (Tabela III.7). Entretanto, estes resultados podem ter sido 
influenciados pelo tamanho da amostra utilizada, já que o método usado para 
estimar o Nm leva em consideração a frequência de alelos privados. O tamanho das 
amostras do CS e do CA têm 19 e 23 espécimes, respectivamente, e são 
aproximadamente dois terços do tamanho das amostras do CV e do IT, com 30 
espécimes cada (Tabela III.1). 
Em resumo, os resultados não detectaram estruturação genética, avaliada 
pelo FST, entre as populações estudadas. Corroborando esta observação, numa 
análise independente usando as frequências de alelos privados, foram estimados 
valores altos para o Nm, indicando alta taxa de fluxo gênico entre as populações e 
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consequente homogeneização (Wright, 1931). Além disso, o Ne estimado pelo 
software LDNE indicou que o tamanho efetivo das populações avaliadas é grande o 
suficiente para restringir a intensidade da deriva genética, desta forma, a 
variabilidade genética é mantida nas populações (Wright, 1943, 1951). Por outro 
lado, o Ne estimado pelo software ONeSAMP apresentou valores menores. A 
diferença observada entre estas estimativas pode ser explicada pelo tipo de método 
empregado em cada análise, influência do tamanho da amostra e pelos 
pressupostos admitidos (Waples & Do, 2008; Tallmon et al., 2008; respectivamente). 
Além disso, em uma comparação entre vários métodos para estimar o Ne, Barker 
(2011) observou que o software ONeSAMP pode gerar valores subestimados. 
A presente abordagem, utilizando microssatélites como marcador 
genético (locos neutros ou quase-neutros, não ligados às inversões), apresentou 
resultados diferentes daqueles observados em estudos anteriores com inversões 
cromossômicas. Batista (2010), em um estudo utilizando amostras de 
D. mediopunctata coletadas em nove localidades (incluindo as quatro populações 
avaliadas na presente Tese, que são provenientes das mesmas coletas) detectou 
estruturação para inversões do cromossomo II. Foram estimados valores de FST com 
até uma ordem de grandeza maior que os valores estimados para os locos de 
microssatélites. Batista (2010) propôs que o padrão de variação para inversões 
sugeriria uma possível ação da seleção natural, levando a adaptações locais. Os 
resultados encontrados para os locos de microssatélites reforçam esta hipótese, 
uma vez que para o conjunto total dos locos situados nos cromossomos III e V não 
foram detectadas variações significativas entre as populações. 
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CAPÍTULO IV 
ESTRUTURA GENÉTICA MICROGEOGRÁFICA 
 
O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a estrutura genética 
microgeográfica da população natural de Drosophila mediopunctata do Parque 
Nacional do Itatiaia, utilizando um conjunto de microssatélites. A análise da 
estruturação genética visa inferir processos evolutivos que ocorrem nesta população, 
assim como, fornecer subsídios para a compreensão da evolução de outros 
caracteres e marcadores estudados por outros pesquisadores. 
Foram analisadas amostras coletadas em seis diferentes altitudes. Para 
caracterizar a estrutura genética microgeográfica foram utilizados locos de 
microssatélites localizados no cromossomo II (polimórfico para inversões), e nos 
cromossomos III e V (livres de inversões). Isto permite que se possa comparar o 
padrão de evolução destes dois conjuntos de locos, e a possível influência das 
inversões cromossômicas sobre os locos ligados a elas. 
 
IV.1. Materiais e Métodos 
 
IV.1.1. Metodologia de Coleta e Amostras Utilizadas 
Espécimes de D. mediopunctata foram coletados simultaneamente em 
seis altitudes no Parque Nacional do Itatiaia (Tabela IV.1). A metodologia de coleta 
foi realizada como descrito no Capítulo III, item III.1.1. 
 
Tabela IV.1. Altitude dos pontos de coleta amostrados para a caracterização da 
estrutura genética microgeográfica de D. mediopunctata. 
Localidade Altitude Data   N 
IT   590m 30/05 a 05/06/2009   25 
   750m    29 
   800m    30 
   900m    16 
   950m    23 
 1070m    26 
Total   149 
 
IT = Parque Nacional do Itatiaia (Itatiaia – RJ). 
N = número de indivíduos amostrados; m = metros acima do nível do mar. 
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No total, foram examinados 149 espécimes. Seu DNA genômico foi 
extraído conforme metodologia indicada no Capítulo I, item I.1. 
 
IV.1.2. Locos de Microssatélites Utilizados 
A Tabela IV.2 apresenta os 21 locos de microssatélites utilizados. A 
localização cromossômica para 19 locos foi estabelecida por Laborda et al. (2012) e 
Cavasini et al. (2015), como citado anteriormente no Capítulo II, item II.2. Os locos 
DmedUNICAMP_ssr044 e DmedUNICAMP_ssr058 (abreviados Dmed044 e Dmed058, 
respectivamente, e similarmente doravante) foram localizados por um BLAST de 
suas sequências com o genoma de Drosophila melanogaster. Estes 21 locos foram 
amplificados e genotipados de acordo com a metodologia indicada em Cavasini et 
al. (2013), e no Capítulo I, item I.3, para todas as 149 amostras utilizadas. 
 
Tabela IV.2. Locos de microssatélites utilizados para a caracterização da estrutura 
genética microgeográfica de D. mediopunctata no Parque Nacional do Itatiaia. 
Cromossomo Loco Motivo Ta (°C) 
II Dmed014 GA 61 
 Dmed017 CA 61 
 Dmed018 CT 61 
 Dmed030 CA 58 
 Dmed044 CA 61 
 Dmed058 ACA 64 
 Dmed064 AG 61 
 Dmed076 GTT 61 
 Dmed080 CA 61 
 Dmed100 TG 58 
 Dmed118 AGA 61 
III Dmed045 TG 55 
 Dmed067 TGAG 64 
 Dmed084 TG 58 
 Dmed085 GA 58 
 Dmed087 GCA 61 
 Dmed106 CA 61 
V Dmed011 TC 58 
 Dmed025 GACA 58 
 Dmed072 AG 58 
 Dmed098 TTG 67 
 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr014 como Dmed014. 
Ta = temperatura de anelamento. 
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IV.1.3. Análise dos Dados 
Os testes para detectar locos com indícios de seleção natural, desvios do 
EHW, estimativa da frequência de alelos nulos, e DL, foram realizados de acordo 
com a metodologia citada no Capítulo III, item III.1.3. Posteriormente, os locos 
outliers detectados foram retirados das análises para evitar possível viés nos 
resultados. 
As demais análises também foram realizadas como indicado 
anteriormente (Capítulo III, item III.1.3). Para estas análises os locos foram 
separados em dois conjuntos de dados: (a) microssatélites localizados no 
cromossomo II (polimórfico para inversões); e (b) microssatélites localizados nos 
cromossomos III e V (livre de inversões). Desta forma, foi possível realizar a 
comparação entre estes conjuntos de locos, e inferida a influência que a utilização 
de locos ligados a inversões exercem sobre os parâmetros estimados em análises 
genéticas populacionais. 
Dois parâmetros referentes à variabilidade genética (He e RA) foram 
estimados para cada loco em cada altitude. Para cada estimativa de cada conjunto 
de locos, uma ANOVA foi realizada para verificar se existem diferenças entre as 
altitudes para as médias dos locos; e um pós-teste de Tukey para comparar as 
médias entre os pares de altitudes. Posteriormente, para cada estimativa, um teste-t 
pareado foi realizado para comparar as médias entre os conjuntos de locos. 
Os valores de FST e de FIS foram estimados para cada loco e, 
separadamente, para o total de cada conjunto de locos. Posteriormente, os 
Intervalos de Confiança (95%) gerados foram comparados. 
O Nm (entre pares de altitudes) e o Ne (em cada altitude) foram estimados 
para cada conjunto de locos. Posteriormente, para cada parâmetro, um teste-t 
pareado foi realizado para verificar se existe diferença nas médias entre os dois 
conjuntos de locos. 
Foi realizado um teste com o software BOTTLENECK para detectar 
indícios da ocorrência de eventos recentes de gargalo populacional (redução no 
tamanho efetivo das populações), para cada conjunto de locos em cada altitude. 
Para detectar a existência de possíveis clines altitudinais, regressões 
lineares foram realizadas entre a frequência dos alelos comuns (frequência média > 
0,1), e a He de cada loco, com a altitude do ponto de coleta. Os valores da 
frequência alélica e da He foram transformados em arcoseno raiz quadrada. 
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IV.2. Resultados 
Dos 21 locos avaliados, o loco Dmed076 (cromossomo II) foi o único com 
resultado significativo no teste para detectar locos sob seleção implementado no 
software ARLEQUIN. Este loco apresentou indícios de seleção natural balanceada 
(P = 0,0095) e foi retirado das análises. 
A Tabela IV.3 mostra a estimativa da frequência de alelos nulos para 
cada loco avaliado. Destes, oito locos apresentaram frequências significativas acima 
de 0,05 (limite inferior do IC 95% > 0,05), e foram retirados das análises. 
 
 
Tabela IV.3. Frequência estimada de alelos nulos de 20 locos de microssatélites 
amostrados na população natural de D. mediopunctata do Parque Nacional do 
Itatiaia em seis altitudes. 
Cromossomo 
   Loco Frequência de Alelos Nulos 
II Dmed014  0,606 * 
 Dmed017  0,086 
 Dmed018  0,414 * 
 Dmed030  0,038 
 Dmed044  0,023 
 Dmed058  0,062 
 Dmed064  0,218 * 
 Dmed080  0,037 
 Dmed100  0,031 
 Dmed118  0,134 * 
III Dmed045  0,187 * 
 Dmed067  0,015 
 Dmed084  0,137 * 
 Dmed085  0,048 
 Dmed087  0,006 
 Dmed106  0,022 
V Dmed011  0,130 
 Dmed025  0,067 
 Dmed072  0,049 
 Dmed098  0,159 * 
 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr014 como Dmed014. 
Valores sublinhados indicam frequência de alelos nulos > 0,05 (IC 95%). 
* Indicativo de locos com valores significativos para o desvio do EHW. 
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Após a correção de Bonferroni sequencial para múltiplos testes, foram 
detectados desvios significativos do EHW em sete locos: Dmed014 (P = 0,0000), 
Dmed018 (P = 0,0016), Dmed064 (P = 0,0000), Dmed118 (P = 0,0000), Dmed045 
(P = 0,0000), Dmed084 (P = 0,0000), e Dmed098 (P = 0,0000). Todos estes locos 
também apresentaram frequências de alelos nulos acima de 0,05 (limite inferior do 
IC 95% > 0,05). Dos oito locos retirados das análises pela presença de alelos nulos, 
apenas o loco Dmed011 (P = 0,9861) não apresentou desvio do EHW (Tabela IV.3). 
Após a retirada dos outliers, 12 locos foram utilizados para as análises: 
seis localizados no cromossomo II; e seis localizados nos cromossomos III e V. Para 
nenhum destes 12 locos foi detectado desvio do EHW, e nenhum dos pares de locos 
mostrou DL significativo no nível de 5%. 
As estimativas da He e da RA para cada loco em cada altitude, 
separadamente para cada conjunto de locos, estão apresentadas nas Tabelas IV.4 
e IV.5, respectivamente. Não foram detectadas diferenças significativas das médias 
destas estimadas entre as altitudes para nenhum dos conjuntos de locos. 
Cromossomo II: He (F = 1,377; g.l. = 5, 5; P = 0,2666) e RA (F = 0,205; g.l. = 5, 5; 
P = 0,9574). Cromossomos III e V: He (F = 0,449; g.l. = 5, 5; P = 0,8102) e RA 
(F = 1,316; g.l. = 5, 5; P = 0,2894). 
Entretanto, foram detectadas diferenças significativas das médias entre os 
locos do cromossomo II quando comparados aos locos dos cromossomos III e V, 
para a He (t = 10,710; g.l. = 5; P = 0,0001), e para a RA (t = 8,631; g.l. = 5; 
P = 0,0003). Em todas as altitudes, o valor da média destas duas estimativas é 
maior para o conjunto de locos dos cromossomos III e V. 
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Tabela IV.4. Heterozigosidade esperada (He) de 12 locos de microssatélites 
amostrados na população natural de D. mediopunctata do Parque Nacional do 
Itatiaia em seis altitudes. Análise separada em dois conjuntos de locos (cromossomo 
II – polimórfico para inversões; cromossomos III e V – livres de inversões). 
Cromossomo II 
Loco 590m 750m 800m 900m 950m 1070m Média 
Dmed017 0,746 0,425 0,482 0,523 0,508 0,654 0,556 
Dmed030 0,887 0,877 0,865 0,902 0,905 0,864 0,883 
Dmed044 0,650 0,447 0,630 0,565 0,498 0,579 0,562 
Dmed058 0,648 0,620 0,721 0,525 0,660 0,658 0,639 
Dmed080 0,313 0,328 0,493 0,181 0,414 0,282 0,335 
Dmed100 0,723 0,763 0,730 0,740 0,724 0,713 0,732 
Média 0,661 0,577 0,654 0,573 0,618 0,625 0,618 
        
        
Cromossomos III e V 
Loco 590m 750m 800m 900m 950m 1070m Média 
Dmed067 0,588 0,468 0,531 0,636 0,539 0,537 0,550 
Dmed085 0,788 0,810 0,806 0,762 0,854 0,843 0,811 
Dmed087 0,765 0,749 0,767 0,769 0,765 0,787 0,767 
Dmed106 0,675 0,810 0,843 0,712 0,794 0,720 0,759 
Dmed025 0,793 0,780 0,800 0,771 0,716 0,805 0,778 
Dmed072 0,904 0,898 0,917 0,910 0,903 0,938 0,912 
Média 0,752 0,753 0,777 0,760 0,762 0,772 0,763 
 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr017 como Dmed017. 
m = metros acima do nível do mar. 
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Tabela IV.5. Riqueza alélica (RA) de 12 locos de microssatélites amostrados na 
população natural de D. mediopunctata do Parque Nacional do Itatiaia em seis 
altitudes. Análise separada em dois conjuntos de locos (cromossomo II – polimórfico 
para inversões; cromossomos III e V – livres de inversões). 
Cromossomo II 
Loco 590m 750m 800m 900m 950m 1070m Média 
Dmed017   8,1   7,1   6,7   7,0   6,0   8,0   7,2 
Dmed030 10,3 11,1   8,5   9,0 11,6   7,6   9,7 
Dmed044   5,4   4,5   7,7   5,0   4,3   8,4   5,9 
Dmed058   4,0   4,4   6,4   4,0   4,6   5,7   4,9 
Dmed080   2,9   3,4   5,0   4,0   5,1   3,5   4,0 
Dmed100   5,3   7,2   4,5   6,0   5,4   5,1   5,6 
Média   6,0   6,3   6,5   5,8   6,2   6,4   6,2 
        
        
Cromossomos III e V 
Loco 590m 750m 800m 900m 950m 1070m Média 
Dmed067   6,1   5,5   5,0   6,0   4,5   4,0   5,2 
Dmed085   8,7   7,4   8,1   9,0   9,9   8,6   8,6 
Dmed087   5,9   6,1   5,9   6,0   6,0   6,6   6,1 
Dmed106   6,7   7,8   9,2 10,0   8,4   8,3   8,4 
Dmed025   7,4   7,8   7,3   8,8   7,2   7,5   7,7 
Dmed072 11,7 11,3 12,5 12,6 12,1 14,5 12,5 
Média   7,8   7,7   8,0   8,7   8,0   8,3   8,1 
 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr017 como Dmed017. 
m = metros acima do nível do mar. 
 
 
Os valores de FST e de FIS estimados para cada loco e no total, 
separadamente para cada conjunto de dados, estão apresentados na Tabela IV.6. A 
estimativa do FST apresentou valores significativos para o loco Dmed072 
(P = 0,0244) e para o conjunto de locos dos cromossomos III e V (P = 0,0174). 
Entretanto, não são significativos após uma correção de Bonferroni sequencial para 
múltiplos testes. A estimativa do FIS apresentou valores significativos para os locos 
Dmed017 (P = 0,0000), Dmed030 (P = 0,0046), Dmed058 (P = 0,0105), e Dmed100 
(P = 0,0350), localizados no cromossomo II (P = 0,0000); e para os locos Dmed085 
(P = 0,0189), Dmed106 (P = 0,0123), e Dmed072 (P = 0,0005), localizados nos 
cromossomos III e V (P = 0,0010). 
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O valore do FST para a média dos locos dos cromossomos III e V é maior 
que para a média dos locos do cromossomo II. No entanto, para as estimativas do 
FIS é observado o inverso. Entretanto, o Intervalo de Confiança (95%) dos dois 
conjuntos de locos se sobrepõem em ambas às estimativas, indicando similaridade. 
 
Tabela IV.6. Estimativa dos valores de FST e FIS para 12 locos de microssatélites 
amostrados na população natural de D. mediopunctata do Parque Nacional do 
Itatiaia em seis altitudes. Análise separada em dois conjuntos de locos (cromossomo 
II – polimórfico para inversões; cromossomos III e V – livres de inversões), e no total. 
 Cromossomo II  
Loco   FST   FIS 
Dmed017   0,009   0,200 *** 
Dmed030 –0,006   0,086 ** 
Dmed044   0,003   0,032 
Dmed058   0,006   0,135 * 
Dmed080   0,004   0,094 
Dmed100 –0,004   0,093 * 
Média   0,001   0,105 *** 
IC 95% –0,003  —  0,006   0,070  —  0,149 
   
   
Cromossomos III e V 
Loco   FST   FIS 
Dmed067 –0,003 –0,028 
Dmed085   0,008   0,082 * 
Dmed087   0,004 –0,002 
Dmed106   0,015   0,095 * 
Dmed025   0,002   0,021 
Dmed072   0,006 *   0,095 *** 
Média   0,006 *   0,049 ** 
IC 95%   0,002  —  0,010   0,009  —  0,081 
   
   
Total (cromossomos II, III e V) 
   FST   FIS 
Média   0,004   0,074 *** 
IC 95%   0,000  —  0,007   0,044  —  0,104 
 
* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. 
IC 95% = Intervalo de Confiança de 95%. 
Os nomes dos locos foram abreviados; p. ex.: DmedUNICAMP_ssr017 como Dmed017. 
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A estimativa do Nm entre os pares de altitudes, separadamente para cada 
conjunto de locos, está apresentada na Tabela IV.7. Em 14 dos 15 pareamentos o 
valor do Nm foi maior para os locos do cromossomo II. A exceção foi entre as 
altitudes de 590m e 800m. Além disso, a média dos valores estimados para os locos 
do cromossomo II é significativamente maior do que a média para os locos dos 
cromossomos III e V (t = 4,481; g.l. = 14; P = 0,0005). 
 
Tabela IV.7. Número efetivo de migrantes (Nm) estimado a partir de 12 locos de 
microssatélites amostrados na população natural de D. mediopunctata do Parque 
Nacional do Itatiaia em seis altitudes. Análise separada em dois conjuntos de locos 
(cromossomo II – polimórfico para inversões; cromossomos III e V – livres de 
inversões), e no total. 
Pareamento Cromossomo II Cromossomos III e V Total 
590m   x    750m 5,7 3,9 4,4 
590m   x    800m 4,7 5,1 4,9 
590m   x    900m 3,8 3,7 3,8 
590m   x    950m 4,8 4,0 4,2 
590m   x  1070m 8,0 6,7 7,3 
750m   x    800m 6,5 5,1 5,8 
750m   x    900m 6,2 6,0 6,1 
750m   x    950m 8,9 5,7 7,0 
750m   x  1070m 8,2 5,6 6,6 
800m   x    900m 4,8 4,4 4,6 
800m   x    950m 5,0 2,0 3,3 
800m   x  1070m 7,2 4,8 5,7 
900m   x    950m 5,1 4,3 4,7 
900m   x  1070m 5,5 3,8 4,5 
950m   x  1070m 5,4 5,2 5,3 
Média 6,0 4,7 5,2 
 
m = metros acima do nível do mar. 
 
Os valores do Ne estimados pelos softwares ONeSAMP e LDNE para 
cada altitude, separadamente para cada conjunto de locos, estão apresentados na 
Tabela IV.8. Em todas as seis altitudes o valor do Ne estimado pelo software 
ONeSAMP foi maior para os locos do cromossomo II, e, em três delas (750m, 800m, 
e 950m), os valores do Limite de Credibilidade (95%) dos dois conjuntos de locos 
não se sobrepõem. Além disso, a média dos valores estimados para os locos do 
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cromossomo II é significativamente maior do que a média para os locos dos 
cromossomos III e V (t = 3,719; g.l. = 5; P = 0,0137). 
 
Tabela IV.8. Tamanho efetivo Populacional (Ne) estimado (utilizando os softwares 
ONeSAMP e LDNE) a partir de 12 locos de microssatélites amostrados na 
população natural de D. mediopunctata do Parque Nacional do Itatiaia em seis 
altitudes. Análise separada em dois conjuntos de locos (cromossomo II – polimórfico 
para inversões; cromossomos III e V – livres de inversões). 
ONeSAMP 
 Cromossomo II  Cromossomos III e V 
Altitude Ne LC 95%  Ne LC 95% 
  590m   47,6 35,0  —  127,0  26,1 20,1  —  47,9 
  750m   90,2 52,0  —  307,7  16,0 12,8  —  23,2 
  800m 110,5 65,0  —  395,1  17,8 13,8  —  27,8 
  900m   27,7 19,8  —    62,1  13,7 10,2  —  26,6 
  950m   47,2 31,2  —  131,0  19,5 14,9  —  29,9 
1070m   99,9 54,4  —  344,8  35,6 24,4  —  67,8 
Média   70,5   21,5  
      
      
LDNE 
 Cromossomo II  Cromossomos III e V 
Altitude Ne IC 95%  Ne IC 95% 
  590m –81,0   48,6  —  ∞  –119,9 204,0  —  ∞ 
  750m   58,8   19,0  —  ∞    103,2   31,8  —  ∞ 
  800m 185,2   42,7  —  ∞  –475,3   72,1  —  ∞ 
  900m   30,9   12,9  —  182914,5    –59,1 449,5  —  ∞ 
  950m –75,7 109,9  —  ∞  –520,4   84,1  —  ∞ 
1070m   60,3   24,2  —  ∞  –313,6   92,1  —  ∞ 
 
LC 95% = Limite de Credibilidade de 95%; IC 95% = Intervalo de Confiança de 95%. 
m = metros acima do nível do mar. 
∞ = infinito. 
 
Valores de Ne negativos estimados pelo software LDNE são interpretados 
como sendo muito altos ou infinito (Waples & Do, 2010). Assim, sete das 12 
estimativas sugerem que o tamanho efetivo das populações é muito grande, e 11 
delas tendem ao infinito (limite inferior do IC 95%). Desta forma, não foi possível 
fazer nenhuma comparação testável desta estimativa entre os dois conjuntos de 
locos. 
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Apenas o segundo alelo mais frequente do loco Dmed085 apresentou 
valor significativo para as regressões lineares (R2 = 0,8687; P = 0,0068), indicando 
um cline altitudinal para este loco (Figura IV.1). 
 
Figura IV.1. Regressão linear da frequência (transformada em arcoseno raiz 
quadrada) dos alelos mais comuns do loco Dmed085 com a altitude do ponto de 
coleta amostrado na população de D. mediopunctata do Parque Nacional do Itatiaia. 
Frequências médias dos alelos: (GA)8 = 0,271 (azul); e (GA)10 = 0,267 (vermelho). 
 
 
Não foram detectados indícios da ocorrência de eventos recentes de 
gargalo populacional (redução no tamanho efetivo das populações) em nenhuma 
das altitudes para nenhum dos conjuntos de locos. 
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IV.3. Discussão 
A ausência de estrutura altitudinal para a população de D. mediopunctata 
do Parque Nacional do Itatiaia contrapõe-se com o observado para Drosophila 
buzzatti das Ilhas Canárias, onde foi detectada a presença de estrutura altitudinal 
para locos de microssatélites (Barker et al., 2011). Esta diferença pode estar 
relacionada à diferença na ecologia de cada espécie. Drosophila buzzatti é 
altamente associada a espécies de cactos (utilizadas como local de alimentação e 
reprodução), as quais distribuem-se em um ambiente fragmentado, composto por 
ilhas de vegetação (Barker et al., 2009). Por outro lado, D. mediopunctata é uma 
espécie que habita florestas, sendo encontrada em diferentes tipos de frutos (Mata 
et al., 2015), e as amostras do Parque Nacional do Itatiaia são oriundas de uma 
floresta com distribuição contínua. Até o momento, estes dois estudos são os únicos 
a utilizar microssatélites para investigar a estrutura altitudinal de espécies do gênero 
Drosophila. 
Foi detectado um cline altitudinal para o loco Dmed085 (Figura IV.1). Esta 
observação corrobora os resultados observados na análise da estrutura 
macrogeográfica (Capítulo III, item III.3), na qual este loco apresentou indícios de 
estruturação populacional e diferenciação na distribuição das frequências gênicas e 
genotípicas entre as populações. Estes resultados indicam a possível ação da 
seleção natural sobre uma região ligada a este loco. 
Oito dos 20 locos de microssatélites testados apresentaram frequências 
de alelos nulos significativas acima de 0,05 (limite inferior do IC 95% > 0,05). Destes, 
todos com exceção do loco Dmed011, apresentaram desvios do EHW (Tabela IV.3). 
Além disso, sete dos 12 locos avaliados (após a retirada dos outliers) mostraram 
valores de FIS significativos (Tabela IV.6), dos quais, quatro apresentaram alelos 
nulos com frequência acima ou próximos de 0,05 para os valores nominais. Estes 
resultados, juntamente com as observações feitas na análise da estrutura 
macrogeográfica (Capítulo III), sugerem que a presença de alelos nulos possa ter 
influenciado alguns dos resultados obtidos nos testes para detectar desvio do EHW 
e na estimativa do FIS. Entretanto, outros efeitos podem exercer influências sobre 
estas estimativas (comentado no Capítulo III, Item III.3); assim, cabe ressaltar 
novamente cautela ao inferir o efeito da presença de alelos nulos sobre estimativas 
populacionais (Barker, 2005; Dharmarajan et al., 2013). 
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Os resultados detectaram uma diferença significativa entre o conjunto de 
locos do cromossomo II (polimórfico para inversões), quando comparados aos locos 
dos cromossomos III e V (livre de inversões), para todos os parâmetros estimados 
com exceção do FST e do FIS. Para a estimativa do FST, embora tenha sido detectado 
indício de estruturação no loco Dmed072 e na média total dos locos dos 
cromossomos III e V, houve sobreposição entre o Intervalo de Confiança (95%) dos 
dois conjuntos de locos (Tabela IV.6). Da mesma forma, o Intervalo de Confiança 
(95%) dos dois conjuntos de locos se sobrepuseram para a estimativa do FIS. Estes 
resultados indicam similaridade, e no geral, ausência de estruturação altitudinal. 
Por outro lado, foram observadas diferenças significativas entre os 
conjuntos de locos para as estimativas de variabilidade genética (He e RA). Para 
todas as altitudes, o conjunto de locos dos cromossomos III e V apresentou maior 
variabilidade genética, quando comparados aos locos do cromossomo II (Tabelas 
IV.4 e IV.5). Estes resultados podem ser explicados pela relação existente entre a 
taxa de polimorfismo e a taxa de recombinação. Begun & Aquadro (1992) foram os 
primeiros a observar que a variabilidade genética diminui em função do aumento do 
desequilíbrio de ligação. Este efeito possivelmente é devido ao mecanismo de 
selective sweep, ou, de background selection (Hartl & Clark, 2010). Como os locos 
do cromossomo II estão ligados a inversões, as quais suprimem o crossing-over 
entre arranjos heterocariotípicos, é esperado que apresentem valores menores para 
as estimativas da He e da RA. Um resultado semelhante foi observado por 
Kennington et al. (2006) na comparação entre a heterozigosidade média pela 
latitude do ponto de coleta, para dois conjuntos de locos de microssatélites avaliados 
em D. melanogaster, um com locos ligados a inversão In(3R)Payne e outro com 
locos amostrados ao acaso. 
Além da variabilidade genética, as estimativas do Nm e do Ne (para a 
estimativa do ONeSAMP) também apresentaram diferenças significativas entre os 
conjuntos de locos. Os valores de ambas as estimativas foram maiores para os locos 
do cromossomo II, quando comparados aos locos dos cromossomos III e V (Nm 
maior em 14 dos 15 pareamentos, e Ne (ONeSAMP) maior em todas as seis 
altitudes; Tabelas IV.7 e IV.8, respectivamente). Estes resultados podem ser 
explicados pelo efeito que a seleção natural exerce sobre a estimativa do Ne (Mueller 
et al., 1985; Nunney & Elam, 1994). Já foi observado que a seleção estabilizadora 
(balanceada) pode superestimar o valor do Ne (Begon et al., 1980; Barker, 2011). 
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Além disso, Barton & Slatkin (1986) observaram que as estimativas do Nm pelo 
método de alelos privados apresentam geralmente valores maiores para locos com 
seleção a favor de heterozigotos, quando comparados a locos com seleção contra 
heterozigotos. Desta maneira, uma vez que a seleção balanceada possivelmente 
atua sobre os arranjos de inversões do cromossomo II, mantendo seu polimorfismo 
em populações naturais, este efeito também pode ter influenciado os locos ligados a 
elas, superestimado assim, os valores de ambas as estimativas. 
Desta forma, os resultados sugerem que as diferenças observadas para 
os parâmetros estimados, na comparação entre os dois conjuntos de locos, 
possivelmente foram devidas aos efeitos da seleção natural e do desequilíbrio de 
ligação causados sobre os locos ligados às inversões cromossômicas. Mesmo que 
estes locos não tenham sido detectados como outliers pelos testes realizados 
preliminarmente, os efeitos das inversões sobre eles podem, ainda assim, ter 
influenciado nas estimativas dos parâmetros populacionais. Se este for o caso, os 
resultados observados aqui são fundamentais para destacar e reiterar a importância 
do cuidado na escolha dos marcadores utilizados em estudos sobre a estrutura 
genética populacional, a fim de evitar possíveis efeitos não detectados, subjacentes 
à presença de inversões. 
Em resumo, não foram detectadas diferenças entre as altitudes para 
nenhum dos conjuntos de locos analisados. As médias da He e da RA não 
mostraram diferenças significativas, e não foi detectada estruturação altitudinal pelo 
FST. Corroborando com estas observações, foram estimados valores altos para o 
Nm. Assim, os resultados sugerem que a população analisada é panmítica. 
A presente abordagem, utilizando marcadores microssatélites, apresentou 
resultados diferentes daqueles observados para outros marcadores em estudos 
anteriores com D. mediopunctata. Ananina et al. (2004), e Batista et al. (2012), 
observaram a existência de variação altitudinal e da formação de cline para as 
frequências de inversões no cromossomo II, possivelmente influenciadas pela 
temperatura, sugerindo a ação da seleção natural e adaptação ao ambiente. Da 
mesma forma, foi observada a existência de variação altitudinal e da formação de 
cline para o tamanho e forma da asa (Bitner-Mathé et al., 1995; Bitner-Mathé & 
Klaczko, 1999). Assim, os resultados encontrados para os locos de microssatélites 
(ausência de variação altitudinal), reforçam a hipótese da ação da seleção natural 
sobre as inversões no cromossomo II e sobre o tamanho e a forma da asa. 
 68 
3. DISCUSSÃO 
 
A padronização das técnicas moleculares foi realizada adequadamente, 
permitindo assim que os dados gerados fossem utilizados com segurança. Além 
disso, novos estudos utilizando estes microssatélites poderão seguir esta 
metodologia já padronizada e testada (Cavasini et al., 2013). 
Embora alguns estudos anteriores (Carvalho & Klaczko, 1993; Hatadani et 
al., 2004) já tivessem observado indícios de que a taxa de recombinação em machos 
de D. mediopunctata era ausente ou desprezível, nenhuma análise genética formal 
tinha sido feita até o momento (Cavasini et al., 2010). Assim, futuras análises 
genéticas que utilizem esta propriedade poderão ser realizadas sem qualquer 
objeção metodológica. 
A localização cromossômica dos microssatélites foi fundamental para a 
realização das análises da estrutura genética populacional. Os resultados 
forneceram um acréscimo no número de locos com a localização conhecida. Além 
disso, foi observado que algumas sequências curtas de DNA podem não ser 
localizadas de forma precisa pelo BLAST entre diferentes espécies do gênero 
Drosophila (Cavasini et al., 2015), ainda que a sintenia dos genes seja altamente 
conservada neste gênero (Bhutkar, et al., 2008). 
Na análise da estrutura macro e microgeográfica das populações naturais 
de D. mediopunctata, os parâmetros utilizados como indicadores de variabilidade 
genética apresentam valores que vão ao encontro do observado em microssatélites 
para outras espécies do gênero Drosophila (e.g., Barker et al., 2009; Novicic et al., 
2011; Kennington & Hoffmann, 2013). 
A presença de alelos nulos foi observada em todos os locos avaliados em 
pelo menos uma população. Os resultados sugerem que frequências estimadas de 
alelos nulos acima ou próximos de 0,05 podem ter influenciado os testes para 
detectar desvios do EHW e as estimativas do FIS (Prout & Barker, 1993; Dakin & 
Avise, 2004). 
Três locos de microssatélites apresentaram indícios de seleção natural. O 
teste implementado no software ARLEQUIN para detectar locos sob seleção indicou 
Dmed076, localizado no cromossomo II como estando potencialmente sob seleção 
balanceada, provavelmente devido ao “efeito carona” com as inversões. O loco 
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Dmed011 utilizado nas duas análises, entretanto, apresentou indícios de seleção 
direcional apenas na análise macrogeográfica. Finalmente, Dmed085 apresentou 
indícios da ação da seleção natural nas análises macro e microgeográficas. Para 
este loco, foram observadas estruturação genética, diferenciação na distribuição das 
frequências gênicas e genotípicas entre as populações, e um cline altitudinal. 
Em resumo, os resultados não detectaram estruturação genética macro 
ou microgeográfica para as populações naturais de D. mediopunctata estudadas. 
Corroborando esta observação, um alto número de migrantes foi estimado, 
indicando alta taxa de fluxo gênico entre as populações e consequente 
homogeneização (Wright, 1931). Além disso, o tamanho efetivo populacional 
estimado (software LDNE) indicou que estas populações são grandes o suficiente 
para restringir a intensidade da deriva genética e manter a variabilidade (Wright, 
1943, 1951). Ainda que haja FIS significativos com desvios ao EHW, estes 
possivelmente são devidos a alelos nulos, as observações sugerem que as 
populações estudadas são panmíticas. 
Na análise microgeográfica, foi observada uma diferença significativa 
entre o conjunto de locos do cromossomo II (polimórfico para inversões), quando 
comparado ao conjunto de locos dos cromossomos III e V (livre de inversões), para 
todos os parâmetros estimados com exceção do FST e do FIS. O conjunto de locos 
dos cromossomos III e V apresentou maior variabilidade genética. Por outro lado, o 
conjunto de locos do cromossomo II apresentou um maior tamanho efetivo 
populacional (software ONeSAMP) e maior número de migrantes. Estas diferenças 
possivelmente são devidas aos efeitos do desequilíbrio de ligação (Begun & 
Aquadro, 1992) e da seleção natural (Begon et al., 1980; Barker, 2011), 
respectivamente, causados sobre os locos ligados às inversões cromossômicas. 
Desta forma, estes resultados salientam a importância do cuidado na escolha dos 
marcadores utilizados em estudos sobre a estrutura genética populacional, a fim de 
evitar possíveis efeitos subjacentes à presença de inversões. 
A presente abordagem, utilizando microssatélites como marcador 
genético, apresentou resultados diferentes daqueles observados em estudos 
anteriores com inversões cromossômicas e caracteres morfológicos. Os resultados 
encontrados para os locos de microssatélites (ausência de variação macro e 
microgeográfica), reforçam a hipótese da ação da seleção natural sobre as inversões 
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no cromossomo II (Ananina et al., 2004; Batista, 2010; Batista et al., 2012) e sobre o 
tamanho e a forma da asa (Bitner-Mathé et al., 1995; Bitner-Mathé & Klaczko, 1999). 
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4. CONCLUSÃO 
 
Os resultados aqui apresentados contribuem de maneira positiva e 
relevante, não apenas para o conhecimento específico sobre a estrutura genética de 
populações naturais de D. mediopunctata, mas também, para salientar a importância 
de se conhecer de antemão a localização do marcador genético a ser escolhido. 
A padronização de todas as técnicas moleculares utilizadas neste estudo 
foi realizada de maneira rigorosa, com o intuito principal de minimizar possíveis erros 
metodológicos e de maximizar a precisão na obtenção dos dados. 
A localização cromossômica de um conjunto de locos de microssatélites 
foi fundamental para possibilitar a realização da abordagem empregada na 
caracterização da estrutura populacional. Além disso, o número de locos de 
microssatélites localizados para D. mediopunctata aumentou substancialmente, de 
49 para 61. 
A caracterização da estrutura genética geográfica, e altitudinal, das 
populações naturais de D. mediopunctata, revelou a ausência de estruturação para a 
grande maioria dos locos analisados. Comparando estes resultados com os de 
estudos anteriores utilizando inversões cromossômicas e caracteres morfológicos, 
foi possível reforçar os indícios da ação da seleção natural atuando sobre o 
polimorfismo de inversões do cromossomo II, e sobre a variação no tamanho e na 
forma da asa. 
Além disso, foram detectadas diferenças significativas em várias 
estimativas populacionais entre os locos do cromossomo II (polimórfico para 
inversões), quando comparados aos locos dos cromossomos III e V (livres de 
inversões). Indicando que locos ligados a inversões, mesmo não sendo detectados 
como outliers, podem apresentar influências da seleção natural e do desequilíbrio de 
ligação causadas pelas inversões. Assim, para evitar este viés, o conhecimento da 
localização cromossômica é fundamental. 
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